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Acute leukemieën worden benoemd naar cel-
lijnspecificiteit: myeloïd of lymfatisch. bij onge-
veer 4% van de acute leukemieën is het onduide-
lijk of er sprake is van een acute myeloïde 
leukemie of een acute lymfatische leukemie. 
In de wHO-criteria uit 2001 worden deze om-
schreven als bilineaire of bifenotypische leuke-
mieën. deze wHO-criteria zijn gebaseerd op een 
scoringssysteem ontwikkeld door de europese 
groep voor de Immunologische Karakterisering 
van Acute Leukemieën uit 1995. recentelijk zijn de 
wHO 2008 richtlijnen gepubliceerd voor de diag-
nostiek van de verschillende hematopoëtische en 
lymfatische maligniteiten. de veranderingen die 
deze richtlijnen met zich meebrengen voor de 
diagnostiek van acute leukemieën van onduidelijke 
afkomst zijn in dit artikel uiteengezet.
(Ned Tijdschr Hematol 2009;6:205-10)
Samenvatting
Inleiding
Acute leukemieën (AL) worden benoemd naar cel-
lijnspecificiteit: myeloïd of lymfatisch. In het maken 
van dit onderscheid speelt immuunfenotypering een 
belangrijke rol. Bij ongeveer 4% van de AL is het 
onduidelijk of er sprake is van een acute myeloïde 
leukemie (AML) of een acute lymfatische leukemie 
(ALL). In de WHO-criteria uit 2001 worden AL 
met zowel lymfatische als myeloïde kenmerken om-
schreven als bilineaire of bifenotypische AL. Onder 
de term acute bilineaire leukemie (aBLL) worden de 
leukemieën gegroepeerd die uit 2 (of meer) verschil-
lende blastenpopulaties bestaan die van elkaar in 
cellijnspecificiteit verschillen. Een bifenotypische 
acute leukemie (BAL) bestaat uit een enkele blasten-
populatie die antigenen van verschillende differentiatie-
lijnen tot expressie brengt. Er wordt aangenomen dat 
de prognose van een BAL of een aBLL slechter is 
vergeleken met een AML of ALL. Deze verslechter-
de prognose kan voor een deel worden verklaard 
door het vaker voorkomen van het philadelphia- 
chromosoom en complexe chromosoomafwijkingen.1 
Ook wordt in deze patiëntengroep, vaker dan bij 
AML en ALL, een extramedullaire lokalisatie van 
de ziekte aangetroffen. Vanwege de slechtere prog-
nose en de bijbehorende intensievere behandelings-
protocollen is een juiste diagnose van BAL en aBLL 
van groot belang. Het is echter onduidelijk of een 
BAL of een aBLL behandeld dient te worden vol-
gens een AML- of een ALL-protocol of een combi-
natie van beide.1-10 Om deze vraagstelling te kun-
nen beantwoorden is een gerandomiseerde studie 
gebaseerd op eenduidige classificatie van BAL 
noodzakelijk.
Tot 1995 waren er geen eenduidige richtlijnen voor 
een classificering van een BAL of aBLL en was het 
onderscheid tussen een AL met aberrante merker-
expressie enerzijds, en een BAL of een aBLL ander-
zijds, onduidelijk. In 1995 heeft de Europese Groep 
voor de Immunologische Karakterisering van Acute 
Leukemieën (EGIL) criteria opgesteld waaraan een 
BAL en aBLL immuunfenotypisch zouden moeten 
voldoen, zodat een uniforme basis gevormd kon 
worden voor verder onderzoek naar behandeling en 
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prognose. In 2001 heeft de WHO beoordelings-
criteria opgesteld voor BAL en aBLL, gebaseerd op 
het scoringssysteem zoals ontwikkeld door de EGIL-
werkgroep.11,12 Recentelijk zijn de nieuwe WHO 
(2008) richtlijnen gepubliceerd voor de diagnostiek 
van de verschillende hematopoëtische en lymfa- 
tische maligniteiten.13 De veranderingen die deze 
richtlijnen met zich meebrengen voor de diagnostiek 
van AL met myeloïde en lymfatische kenmerken zijn 
in dit artikel uiteengezet. 
bifenotypische acute leukemiëen volgens 
egIL 1995 en wHO 2001
Op basis van immunologische merkers heeft de 
EGIL-werkgroep definities opgesteld om onder-
scheid te maken tussen de verschillende differentiatie-
lijnen van AL.11 Om een AL als een B-cel-ALL te 
classificeren moet een blast, naast algemene blastaire 
kenmerken zoals CD34-expressie en een middel-
hoge CD45-expressie, ten minste 2 van de 3 vroege 
B-celmerkers tot expressie brengen: CD19, cytoplas-
matisch CD79a of CD22. Een T-cel-ALL wordt 
gedefinieerd op basis van cytoplasmatische of 
oppervlakte-expressie van CD3. Een AML wordt 
gedefinieerd door expressie van ten minste 2 van de 
volgende merkers: myeloperoxidase (MPO), CD13, 
CD33, CD65 of CD117, waarbij MPO de hoogste 
specificiteit voor de myeloïde lijn toegekend wordt. 
Als cut-off wordt gesteld dat ten minste 20% van de 
blasten positief moeten zijn voor een merker. Van-
wege de grotere cellijnspecificiteit is een uitzonde-
ring gemaakt voor MPO, CD3, cytoplasmatisch 
CD79a en ‘terminal deoxynucleotidyl transferase’ 
(TdT): deze merkers worden positief beschouwd 
vanaf 10% positiviteit, mits deze ook lichtmicro- 
scopisch positief zijn. In de praktijk wordt de grens 
van 10%, hoewel arbitrair, ook gebruikt zonder 
lichtmicroscopische controle.8 Voor de diagnose 
‘aBLL’ is het voldoende dat 2 of meer verschillende 
populaties verschillende differentiatiemerkers tot 
expressie brengen, zoals gedefinieerd voor een AML 
of een ALL. Wanneer dezelfde cel echter merkers tot 
expressie brengt van verschillende differentiatielijnen is 
het belangrijk onderscheid te maken tussen een BAL 
en een AML of ALL met aberrante expressie van 1 of 
meer merkers. De EGIL-werkgroep heeft hiervoor een 
scoringssysteem opgezet, gebaseerd op de cellijnspecifi-
citeit van de merkers die tot expressie komen op 
dezelfde blastenpopulatie (zie Tabel 1).11,14 Een AL 
wordt als BAL beschouwd als er meer dan 2 punten 
worden gescoord voor 2 verschillende differentiatie-
lijnen. CD117 werd in de eerste versie van het scorings-
systeem nog 0,5 punt toegekend, maar dit is in het jaar 
2000 veranderd naar 1 punt vanwege een aangetoonde 
hogere specificiteit voor de myeloïde lijn.15,16 In 2001 
heeft de WHO de EGIL-criteria overgenomen in haar 
richtlijnen voor de classificatie van BAL.
beperkingen classificatie egIL 1995 en wHO 
2001
De EGIL en WHO 2001 hebben jarenlang een een-
duidige en eenvoudige houvast geboden waarmee de 
Tabel 1. Scoringssysteem van de egIL-werkgroep voor de definitie van bifenotypische acute 
leukemieën (bAL).* 
Punten** b-cellijn t-cellijn myeloïde cellijn
2 CD79a
cytoplasmatisch IgM 
cytoplasmatisch CD22
CD3 (cytoplasmatisch 
of membraan)
T-celreceptor α/β 
T-celreceptor γ/δ 
MPO
1 CD19
CD10
CD20 
CD2
CD5
CD8
CD10 
CD13
CD33
CD65
CD117 
0,5 TdT 
CD24 
TdT 
CD7
CD1a 
CD14
CD15
CD64 
*Een BAL wordt gedefinieerd indien er meer dan 2 punten voor 2 differentiatielijnen worden gevonden.
**Elke merker wordt gescoord volgens het corresponderende puntentotaal bij >20% positiviteit op de 
blastenpopulatie (indien MPO, cytoplasmatisch CD79a, TdT en CD3 lichtmicroscopisch positief zijn, dan geldt 
er fenotypisch een cut-off van 10%). 
MPO=myeloperoxidase, IgM=immuunglobuline M, TdT=’terminal deoxynucleotidyl transferase’.
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diagnoses voor BAL en aBLL konden worden ge-
steld. Toch is er ook kritiek op deze manier van sco-
ren. Binnen het EGIL-scoringssysteem zijn veel ver-
schillende merkercombinaties mogelijk waardoor 
een zeer heterogene groep van BAL ontstaat. Daar-
naast zijn sommige combinaties van merkers weinig 
specifiek: bij een pro-B-ALL met ‘mixed lineage leu-
kemia’ (MLL)-translocaties wordt vaak positiviteit 
van CD15, CD65, CD13 en CD33 gezien en cyto-
plasmatisch CD79a is vaak positief bij een T-ALL. 
Een ander punt van kritiek is dat het expressie- 
niveau van bepaalde merkers niet wordt gewogen in 
de EGIL-criteria, terwijl een overexpressie van 
bijvoorbeeld CD19 zeer specifiek is voor de 
B-cellijn.8,17,18 Bovendien worden in veel laboratoria 
niet alle merkers uit de EGIL-tabel gemeten, wat 
leidt tot discrepanties in de diagnose. In de ontwik-
keling van de opvolging van de WHO 2001 criteria 
is geprobeerd om een nieuwe vereenvoudigde in-
deling te maken gebaseerd op basis van de cytogene-
tica en op een verkort panel aan merkers waarin de 
waarde van merkers opnieuw is gewogen. Eind 2008 
zijn de nieuwe criteria voor de classificatie van een 
AL van onduidelijke afkomst gepubliceerd.19
bifenotypische acute leukemieën volgens wHO 
2008: ‘mixed phenotype acute leukemias’
In de criteria van de WHO 2008 worden geen een-
duidige richtlijnen geboden voor de immunolo- 
gische eisen waar een T-ALL, B-ALL of AML aan 
moet voldoen. Aanwezigheid van myeloïde merkers 
met afwezigheid van lymfatische merkers is vol-
doende voor een diagnose ‘AML’ en bij afwezigheid 
van myleoïde merkers op blasten met lymfatische 
merkerexpressie kan de diagnose ‘ALL’ worden ge-
steld. Indien er geen cellijnspecifieke merkers op de 
blasten tot expressie komen, wordt er gesproken van 
een niet-classificeerbare AL (vaak CD34-, CD38- en 
HLA-DR-positief). Omdat het onderscheid tussen een 
BAL en een aBLL soms onduidelijk is, zeker als beide 
tegelijkertijd worden gezien, worden zowel de aBLL 
als de BAL in de WHO 2008 richtlijnen in de cate-
gorie AL met een gemengd fenotype (‘mixed pheno-
type acute leukemia’; MPAL) ingedeeld. 
Indien er 2 of meer verschillende blastenpopulaties 
aanwezig zijn, welke duidelijk verschillende myeloïde 
of lymfatische eigenschappen vertonen (aBLL vol-
gens EGIL), dan is dat voldoende om de diagnose 
‘MPAL’ te stellen. Bij 1 blastenpopulatie met ver-
schillende B- of  T-lymfatische of myeloïde merkers 
(BAL volgens EGIL) dan stelt de WHO wel duide-
lijke eisen voor de classificatie MPAL (zie Tabel 2). 
Voor de myeloïde component van een MPAL is de 
expressie van MPO essentieel; expressie van een 
combinatie van merkers zoals CD13, CD33 en 
CD117 is niet meer voldoende. Daarnaast mag de 
myeloïde component bij afwezigheid van MPO, 
maar bij aanwezigheid van monocytaire differen-
tiatie ook positief worden beschouwd (gedefinieerd 
als positiviteit van ten minste 2 van de volgende 
merkers: niet-specifieke esterase (NSE), CD11c, 
CD14, lysozym of CD36). Voor de T-lymfatische 
component is expressie van cytoplasmatisch CD3 of 
Tabel 2. wHO 2008: eisen voor de classificatie van ‘mixed phenotype acute leukemia’.
Lymfatische b-cellijn* Lymfatische t-cellijn* myeloïde cellijn*
sterke expressie** van CD19 met 
sterke expressie** van:
cytoplasmatisch CD22, CD10 óf 
cytoplasmatisch CD79a
sterke expressie** van 
CD3 (cytoplasmatisch of 
membraanexpressie)
expressie van MPO 
óf 
zwakke expressie*** van CD19 
met sterke expressie** van 
ten minste 2 van de volgende 
merkers:
cytoplasmatisch CD22, CD10 óf 
cytoplasmatisch CD79a
óf
aanwezigheid van 
monocytaire differentiatie 
gedefinieerd als expressie van 
ten minste 2 monocytaire 
merkers: CD11c, CD14, CD64, 
lysozym, niet-specifieke esterase
*Een ‘mixed phenotype acute leukemia’ wordt gedefinieerd indien er aan de eisen voor meer dan 2 lijnen wordt voldaan. 
**Sterke expressie wordt gedefinieerd als de expressie van de merker gelijk is aan of hoger dan respectievelijk de 
normale T- of B-cellen van de patiënt. 
***Zwakke expressie wordt gedefinieerd als de expressie van de merker lager is dan de normale B-cellen van de 
patiënt.
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oppervlakte CD3 voldoende, waarbij het expressie-
niveau van cytoplasmatisch CD3 en/of CD3 gelijk 
moet zijn aan de expressie van de normale T-cellen 
van de patiënt. Terwijl voor de myeloïde en T-cellijn 
1 enkele merker voldoende is, wordt voor de 
B-lymfatische component expressie van ten minste 
2 merkers geëist (zie Tabel 2 op pagina 207). 
Expressie van CD19 is hier altijd noodzakelijk ge-
zien de relatieve lage specificiteit van CD10 en cyto-
plasmatisch CD79a. Er wordt 1 uitzondering op 
deze regel gemaakt: bij expressie van cytoplasma-
tisch CD22, cytoplasmatisch CD79a én CD10 mag 
een MPAL worden overwogen.19 
beperkingen classificatie wHO 2008
Opvallend aan de criteria van de WHO 2008 is dat 
er geen eisen worden gesteld aan het percentage 
merkerexpressie op de blastenpopulatie. Omdat de 
intracellulaire merkers zoals MPO en cytoplasma-
tisch CD3 als hoog cellijnspecifiek kunnen worden 
beschouwd, kan worden overwogen om de grens 
van 10% positiviteit voor deze intracellulaire mer-
kers te handhaven.8,11 Het aantonen van een MPAL 
of een niet-classificeerbare AL gebeurt op basis van 
immuunfluorescentie en bij voorkeur met behulp 
van flowcytometrische analyse. Opmerkelijk is dan 
ook de toevoeging van NSE en lysozym aan de eisen 
voor een myeloïde differentiatie bij afwezigheid van 
MPO, omdat deze in de praktijk van de flowcyto-
metrie weinig worden toegepast. Verder is het on-
duidelijk hoe bijvoorbeeld een AL met expressie van 
CD19 (zwak), cytoplasmatisch CD79a, CD33, 
CD13, CD11c, CD117 en afwezigheid van MPO en 
CD34 wordt ingedeeld (zie Tabel 3). Een AL die 
niet voldoet aan de eisen voor een acuut ongedifferen-
tieerde AL (welke per definitie negatief is voor 
cellijnspecifieke merkers zoals MPO, cytoplasma-
tisch CD3, cytoplasmatisch CD22, cytoplasmatisch 
CD79a, sterke CD19) en wel positief is voor enkele 
merkers van verschillende cellijnen, maar onvol-
doende voor de classificatie MPAL, is in de WHO 
2008 niet te classificeren. Volgens de EGIL-criteria 
is het aannemelijk te veronderstellen dat het hier 
gaat om een BAL. 
Uitzonderingen op immunologische classificatie 
wHO 2008
In de WHO 2008 criteria worden alle AL die kun-
nen worden geclassificeerd als AML of ALL op basis 
van cytogenetische en klinische eigenschappen uit-
gesloten van de diagnose MPAL. Zo wordt een AL 
met een t(8;21); t(15;17) of inv(16) per definitie ge-
classificeerd als een AML, ongeacht het immuun-
fenotype van de blasten.20 Daarnaast kunnen ook 
AL met fibroblast groeifactorreceptor (FGFR1)-mu-
taties, CML-blastencrisis, MDS-voorfase of een 
therapie-gerelateerde AL niet worden geclassificeerd 
als een MPAL. 
Verdere classificatie mPAL, wHO 2008
Indien op basis van immuunfenotypering een ge-
mengd fenotype wordt vastgesteld, wordt volgens de 
WHO-criteria van 2008 op basis van cytogenetica 
Tabel 3. enkele praktijkvoorbeelden die de verschillen benadrukken in de classificering volgens 
egIL en wHO 2008. 
egIL 1995 wHO 2008
een AL positief voor: 
MPO, CD13, CD33, cytoplasmatisch CD79a, CD10
BAL AML
een AL posifief voor: 
MPO, CD33, CD13 en CD19 (sterk), CD10 
AML MPAL
een AL positief voor:
MPO, CD13, cytoplasmatisch CD22, CD10
BAL AML
een AL positief voor:
CD19 (zwak), cytoplasmatisch CD79a, CD33, 
CD13, CD11c, CD117 
BAL niet te classificeren
een AL positief voor:
CD3 (sterk), MPO, TdT
ALL MPAL
AL=acute leukemie, BAL=bifenotypische acute leukemie, AML=acute myeloïde leukemie, 
MPO=myeloperoxidase, MPAL=‘mixed phenotype acute leukemia’, TdT=’terminal deoxynucleotidyl transferase’, 
ALL=acute lymfatische leukemie.
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een verdere indeling voorgesteld. Er zijn enkele 
translocaties bekend die frequent voorkomen en 
zich in een aantal eigenschappen duidelijk onder-
scheiden van de overige soorten MPAL: MPAL met 
t(9;22)(q34;q11.2) (zonder CML-voorfase) en een 
MPAL met MLL-genherschikking. Buiten deze 2 
bovengenoemde translocaties zijn er vele andere ge-
netische laesies beschreven gecombineerd met een 
MPAL-fenotype, zonder dat deze een onderscheid 
vormen in subgroepen. Een verdere indeling gebeurt 
dan ook alleen op basis van immunologische mer-
kers (zie Tabel 4). 
Conclusie: samenvatting belangrijkste 
verschillen 
Er zijn een aantal belangrijke verschillen tussen de 
classificatie van een BAL/aBLL volgens de WHO 
2001 (zie Tabel 1 op pagina 206) en de classificering 
van een MPAL volgens de WHO 2008 (zie Tabel 2 
en 3 op pagina 207 en 208 ). Een T-cel/myeloïd- of 
een B-cel/myeloïd-BAL die (cytoplasmatisch) CD3-, 
MPO- of CD19-negatief is, komt in de WHO 2008 
richtlijnen niet meer in aanmerking voor de diag-
nose ‘MPAL’. De expressie van MPO of (cytoplas-
matisch) CD3 is nu op zichzelf voldoende voor de 
respectievelijk myeloïde of T-celcomponent een 
MPAL. Bij een AL met expressie van MPO en CD19 
moet afhankelijk van de expressie van cytoplasma-
tisch CD22, cytoplasmatisch CD79a en CD10 een 
B-cel/myeloïd-MPAL worden overwogen. In Tabel 
3 zijn een aantal voorbeelden uiteengezet, die illus-
treren wat deze veranderingen voor het classificeren 
volgens de nieuwe criteria voor de praktijk beteke-
nen. De cut-offwaarde voor merkerpositiviteit (20% 
volgens WHO 2001 criteria), en wanneer een mer-
ker normaal of hoger dan normaal tot expressie 
komt, wordt in de WHO 2008 richtlijnen voor ei-
gen interpretatie opengelaten. Mogelijk zullen deze 
onduidelijkheden eenduidig onderzoek naar behan-
deling en prognose van MPAL bemoeilijken. Ten 
slotte dient opgemerkt te worden dat de klinische 
consequenties van de nieuwe richtlijnen vooralsnog 
volstrekt onduidelijk zijn. Prospectieve validatie van 
1. Bij een acute leukemie met expressie van myeloperoxidase (MPO) en CD19 moet afhankelijk 
van de expressie van cytoplasmatisch CD22, cytoplasmatisch CD79a en CD10 een B-cel/ 
myeloïd ‘mixed phenotype acute leukemia’ (B/My-MPAL) worden overwogen. 
2. Een B/My-MPAL mag pas worden overwogen als naast aanwezigheid van MPO en CD19 (sterk) 
ook 1 van de volgende 3 merkers wordt gevonden: cytoplasmatisch CD22, cytoplasmatisch 
CD79a en/of CD10. Bij een zwakke CD19-expressie moeten 2 van de 3 merkers positief zijn.  
3. Voor een T/My-MPAL is expressie van MPO en sterke expressie van (cytoplasmatisch) CD3 
voldoende. 
4. De klinische implicaties van de nieuwe richtlijnen zijn vooralsnog onduidelijk.
Aanwijzingen voor de praktijk
Tabel 4. Classificatie van ‘mixed phenotype acute leukemia’ (mPAL).
MPAL B-cel/myeloïd (B/My), niet verder te classificeren (‘not otherwise specified’; NOS)
MPAL T-cel/myeloïd (T/My), NOS
MPAL met t(9;22)(q34;q11.2); uitgezonderd blastencrises die zijn ontstaan uit een voorfase-CML8 
MPAL met 11q23-afwijkingen ('mixed lineage leukemia')8
MPAL NOS, zeldzame types:
- MPAL met T- en B-cellijnkenmerken
- MPAL met kenmerken van de 3 differentiatielijnen (T/B/My)
- MPAL met megakaryocytaire kenmerken (B/ of T/megakaryocytaire leukemieën) of
- MPAL met erytroblastaire kenmerken (B/ of T/erytroleukemieën)
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de WHO 2008 met klinische data zullen noodzake-
lijk zijn om de impact te kunnen overzien. 
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